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(57) Abstract 

The invention relates 
to a fed-batch fermentation 
method with particular 
host-vector systems of E. 
colt for effective formation 
of recombinant proteins, 
in particular recombinant 
antibody molecules, preferably 
antibody fragments such 
as mini antibodies. In the 
conditions given (he E. coli 
cells can grow at the maximum 
specific growth rate to very 
high cell densities. When 
recombinant product formation 
starts, only the product formed 
acts in a limiting manner on 
growth. Growth !i mi tat ion 
by substrates or metabolic 
by-products does not occur. 
Consequently, large amounts 
of recombinant proteins can be 
produced in relation to space 
and time. 
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Process for preparing recombinant proteins in E. cbli 
by means of high cell density fermentation 

The invention relates to a fed-batch fermenta- 
tion process which uses special E. coli host/vector 
systems for the efficient formation of recombinant pro- 
teins, in particular recombinant antibody molecules, in 
particular antibody fragments such as miniant ibodies . 

Under the conditions according to the inven- 
tion, the E. coli cells can grow up to very high cell 
densities at a maximum specific growth rate. After 
recombinant formation of the product has been switched 
on, it is only the formed product which has a limiting 
effect on growth; substrates or metabolic by-products 
do not limit growth. In this way, and in conjunction 
with the novel expression vectors which are specially 
adapted for this purpose and which exhibit high 
stability, it is possible to achieve high space-time 
yields of recombinant proteins, which proteins exhibit 
high biological activity, in particular in the case of 
antibody fragments . 

The culture of E. coli cells to high cell den- 
sities is an essential prerequisite for efficient 
recombinant protein formation. The following cultures 
are state of the art for this purpose: following 
unlimited growth (11 = /i^) in the batch phase, a carbon 
source (glucose or glycerol), is customarily metered in, 
in the subsequent fed-batch phase, in a limited manner 
such that the formation of growth- inhibit ing by- 
products, for example acetate, is avoided, with the 
consequence that the growth can be continued in a man- 
ner which is only substrate-limited (tic/x^) until high 
cell densities are reached (e.g. Riesenberg et al . , 
1991, J. Biotechnol., vol. 20, 17-28; Strandberg et 
al. , 1994, FEMS Microbiol. Rev., vol. 14, 53-56; Korz 
et al., 1995, J. Biotechnol. 39, 59-65; EP-B-0 511 
226) . Growth at a reduced growth rate naturally results 
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in long fermentation times and consequently also in 
lower space- time yields. Owing to the immediate con-, 
sumption, the concentration of the carbon source in the 
culture solution in these fermentations is virtually 
zero. The substrate- limited conditions are not altered 
after the recombinant product formation has been 
switched on. 

Fed-batch cultures which use E. coli are also 
known in which the carbon source is added 
discontinuously at relatively large time intervals and 
then : l relatively large quantities, with a rise in the 
p0 2 value usually being used as an indicator of 
substrate exhaustion for the purpose of initiating the 
subsequent dose of the carbon source (e.g. Eppstein et 
al., 1989, Biotechnol. 7, 1178-1181). This procedure 
means frequent switching from relatively long-term 
substrate excess conditions to substrate limiting 
conditions and consequently implies metabolic 
imbalances . 

In that which follows, fed-batch cultures are 
dealt with in which the cells can grow at maximum spe- 
cific growth rate (^=^1 in the fed-batch phase. Fed- 
batch cultures in which relatively large quantities of 
carbon source are added to the culture at relatively 
large time intervals, in accordance with off-line 
determinations, for the purpose of avoiding substrate 
limitations are experimentally elaborate and suffer 
from the disadvantage that the concentration of the 
carbon source is constantly changing during the whole 
of the fermentation (e.g. Pack et al . , 1993, Biotech- 
nol., vol. 11, 1271-1277, Hahm et al., 1994, Appl . 
Microbiol. Biotechnol. 42, 100-107). 

Fed-batch cultures have also been described in 
which the concentration of the carbon source is 
measured on-line and is regulated so that limitations 
are avoided, although these cultures - in particular in 
the high cell density region - suffer from the disad- 
vantages which are described below. An autoclavable 
glucose biosensor for use in microbial fermentations in 
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stirred tank fermenters has recently been described 
(M. R . Phelps et al . , 1995, Biotechnol . Bioeng., vol. 
46, 514-524) . It was employed for E . coli cultures. 
This in-situ sensor provides, with a time delay of 
approximately 2 minutes, the current value in the 
culture solution. The signal supplied by the glucose 
sensor is dependent, inter alia, on the pH and p0 2 . The 
sensor has not been tested in the high cell density 
region (X > 80 g/1) . It is known from experience that 
growths on in-situ probes when E. coli is used can lead 
to additional erroneous values at very high cell 
densities. In addition, it is not possible to 
recalibrate phe sensor exactly during an ongoing 
fermentation. Instead of being based on measurements 
using an in-situ sensor, other processes are based, for 
example, on determining the carbon sources using on- 
line flow injection analysers (FIA) or on-line HPLC in 
a culture solution which is removed semi -continuously 
from the fermenter and rendered cell -free by being 
subjected to filtration or microcentrif ugat ion (Kleman 
et al . , 1991, Appl . Environ . Microbiol . 57, 910-917 and 
918-923; Turner et al . , 1994, Biotechnoi . Bioeng. 44, 
819-829) . Prediction and feedback control algorithms 
have decreased the fluctuations in the glucose 
concentration during growth up to X = 65 g/1 (Kleman et 
al . , 1991, Appl. Environ. Microbiol., vol. 57, 910- 
917) . In the region of very high cell densities (from 
approx. 80 g/1 to 150 g/1), it becomes increasingly 
more difficult and more time consuming to separate the 
cells and the nutrient solution, so that the time delay, 
in determining the current glucose value in the 
fermenter also increases in a biomass-dependent manner 
and makes it more difficult, or impossible, to maintain 
the glucose level constant. By contrast, the glucose 
concentration is measured with a time delay which is 
constant and brief using an appliance which does 
without this cell separation (Pfaff et al . , 1995, pp. 
6-11, in: Proceedings of the 6th International 
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Conference on Computer Appl. in Biotechnol. Garmisch- 
Partenkirchen, FRG) . According to the method of Pfaff 
et al . , an FIA possessing an enzymic-amperometr ic 
glucose sensor is employed in the immediate vicinity of 
the sampling site after the culture has been diluted 
with a growth inhibitor. 

During aerobic culture, E. coli cells which are 
not obliged by the dosage regime to grow in a sub- 
strate-limited manner customarily form the metabolic 
by-product acetate to an increased extent (Riesenberg 
1991 f Curr. Opinion Biotechnol., vol. 2, 380-384), 
which acetate accumulates in the nutrient solution and 
has a growth-inhibitory effect when present in 
relatively large quantities (Pan et al. 1987, 
Biotechnol. Lett., vol. 2, 89-94). For this reason, it 
has only previously been possible to effect fed-batch 
cultures to high cell densities using special E. coli 
strains whose accumulation of acetate has been reduced 
by means of specific genetic alterations, while 
tolerating other disadvantages which are associated 
with this. The descendants of E. coli K12 include 
phosphotransacetylase-negative mutants (Bauer et al . , 
1990, Appl. Environ. Microbiol., vol. 56, 1296-13 02; 
Hahm et al . , 1994, Appl. Microbiol. Biotechnol., vol. 
42, 100-107) whose growth is, however, strongly reduced 
in glucose/mineral salt media. Phelps and collaborators 
(see above) used the E. coli strain T0PP5 as the host 
for non-substrate-limited culture up to a biomass of 
X = 85 g/1. However, this E. coli strain, which 
evidently does not accumulate acetate in a pronounced 
manner, is not a K12 strain. E. coli T0PP5 forms 
haemolysin and is consequently a pathogenic strain 
which is not suitable, for reasons of safety, for use 
as a host for forming recombinant DNA products in the 
industrial sector. A reduction in acetate accumulation 
by means of specifically reorienting the intermediary 
metabolism was achieved by transforming E. coli cells 
with a plasmid containing a gene encoding acetolactate 



synthase (ALS) (San et al . , 1994, in: 

Ann. N.Y. Acad. Sci . , vol. 721, 257-267). However, this 
procedure suffers from the disadvantage that 
instabilities usually occur under high cell density 
conditions when an ALS-encoding plasmid is used in 
combination with a second plasmid carrying the 
"production" gene. The efficiency of recombinant 
product formations is frequently decreased by plasmid 
instabilities, which occur to an increased extent par- 
ticularly in association with culture to very high cell 
densities . 

Antibodies or antibody fragments, such as Fab', 
F(ab')2, miniant ibodies or single-chain Fv's, are 
gaining ever increasing importance in the medical and 
biotechnological spheres. In that which follows, a 
miniantibody is to be understood, according to the 
invention, to be a bivalent or bispecific single-chain 
Fv fragment which is linked by way of a pseudohinge 
region. In this context, it can be important, for exam- 
ple in cancer therapy, to make available large quanti- 
ties of antibodies (approximately 1 g/dose) . In this 
respect, monovalent antibody fragments or fusion pro- 
teins of these fragments, or multimeric or 
mul t ispecif ic variants thereof, can be particularly 
readily and sat isf actorily prepared in E. coli. These 
fragments or variants are of a small size which is 
associated with a high specific binding capacity. (E.g. 
Pluckthun A., 1992, Immunol. Rev. 130, 151-188; Pack et 
al . , 1995, J. Mol . Biol. 246, 28-34.) However, proteins 
and antibodies, in particular, must be correctly folded 
in order to be biologically and functionally active. 
When considering the yield of formed antibody fragment 
per cell, attention must be paid to this problem in 
connection with the cell density. Furthermore, the 
primary sequence of the antibody is of importance in 
determining the yield in vitro and the folding in vivo 
(Knappik A. and Pluckthun A., 1995, Protein Engin. 8, 
61-89). Thus, Fab fragments, for example, are expressed 
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as insoluble cytoplasmic or periplasmic aggregates and 
refolded in vitro. Thus, yields of about 0.14 g/1 at 
low cell density (Condra et al . , 1990, J. Biol. Chem. 
265, 2292-2295) and of up to about 1-2 g/1 of insoluble 
antibodies at medium cell density (Shibui et al . , 1993, 
Appl . Microbiol. Biotechnol. 38, 770-775) have been 
reported. Bivalent miniantibodies (Pack et al., 1993, 
Biotechnol. 11, 1993, 1271-1277) can also be obtained 
in E. coli in biologically functional form in yields of 
about 0.2 g/1. On average, approximately 5-45% of these 
yields is properly refolded. 

In the known E. coli systems, the formation of 
foreign protein is, as a rule, switched on in a 
suitable manner, after appropriate cell densities have 
been reached, by a regulatable promoter system corre- 
sponding to the expression system. Examples of promoter 
systems which may be mentioned here are (i) the araBAD 
promoter in the presence of the AraC repressor 
(inducible by arabinose) (e.g. Better et al . , 1993, 
Proc. Natl. Acad. Sci . (USA) 90, 457-461), (ii) the 
phoA promoter (inducible by withdrawing phosphate) 
(e.g. Carter et al . , 1992, Biotechnol. 10, 163-167) and 
(iii) the lac promoter system (inducible by IPTG) (Pack 
et al., 1993, loc. cit . ) . While the lac system brings 
about good expression as a rule, it suffers from the 
disadvantage that, on the one hand, undesirable basal 
expression is observed prior to induction cf the pro- 
moter and, on the other, plasmid instability is 
observed following induction with IPTG. 

In a particular embodiment of the invention, a 
special vector (pHKK) is described which contains, as 
the foreign gene*, sequences which encode fragments of 
the murine or humanized antibody Mab 425. Mab 425 (ATCC 
HB 9629) is a murine monoclonal antibody which was iso- 
lated from the known human A4 3 2 cancer cell line (ATCC 
CRL 1555) and binds to the epitope of human epidermal 
growth factor receptor ( EGFR , a glycoprotein of about 
170 kD) while inhibiting the binding of the natural 



ligand EGF. It has been demonstrated that Mab 425 has a 
cytotoxic effect on tumour cells or is able to impair 
the growth of these cells (Rodeck et al . , Cancer Res. 
1987, 47: 3692). WO 92/15683 discloses humanized and 
chimeric forms of Mab 425, including the DNA and amino 
acid sequences of their light and heavy chains. 

The object of the invention was to make 
available a process for preparing foreign proteins, in 
particular antibody fragments, in recombinant E. roli 
cells under high cell density conditions (HCDC = high 
cell density culture) with, high space-time yields, and 
without any substantial impairment of growth by sub- 
strates or metabolites and without, significant plasmid 
losses or plasmid instabilities, while ensuring that 
the expressed protein exhibits a high degree of effec- 
tive biological activity (binding capacity and correct 
folding) . 

The process according to the invention is a 
multi-step batch process which is primarily notable for 
the fact that the cells are able to grow at a maximum 
rate during the whole of the batch (p = ^ m&x ) . Thus, 
cell densities of from 100 to 150 g/1 (dry weight of 
biomass) can ultimately be achieved using the described 
process. Furthermore, the growth is not inhibited to an 
important extent by acetate accumulation since, sur- 
prisingly, such an accumulation is not particularly 
pronounced under the conditions which are selected, in 
particular when E. coli strains are used which in any 
case only tend to form decreased quantities of acetate 
during the fermentation. This is achieved by, also in 
association with a series of other additional measures, 
first and foremost, in the fed-batch phase which is 
inserted after a batch phase, keeping the concentration 
of the carbon source in the medium constant in a 
defined range while maintaining unlimited growth of the 
cells. By designing the relevant expression vector in 
an appropriate manner, the undesirable basal expression 
of protein, prior to switching on protein synthesis by 
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means of a regulatable promoter system, can also be 
virtually eliminated, as can the plasmid loss, which is 
sometimes substantial and which, as already mentioned 
above, can normally be observed in expression systems 
using strong promoters such as the lac promoter system. 

Protein yields of an average from 3 to 5 g/1 
can be achieved after a total culture time of from 
approx. 25 to 35 hours. In the case of the antibody 
fragments, in particular miniantibodies , which are par- 
ticularly critical owing to their folding criteria, 
approximately 80% of the synthesized material is bio- 
logically active and correctly folded. 

The invention consequently relates to a process 
for preparing foreign protein, in E. coli cells which 
have been transformed with a plasmid carrying the 
foreign gene and an inducible promoter, by . means of 
high cell density fermentation by way of batch and fed- 
batch stages, without any restriction of growth by sub- 
strates or metabolic by-products, and isolation and 
purification of the expressed protein from the culture 
medium, with the concentration of substrates in the 
fed-batch phase being controlled using a continuous, 
automated or semi -automated analysis and addition 
system, with, in the fed-batch phase, (i) the 
concentration of the carbon source in the medium being 
kept constant in a range between 0.1 g/1 and 25 g/1 
while maintaining unlimited growth of the cells = 
Mmax) . (ii> the production of the foreign protein being 
started in the said fed-batch phase by inducing the 
promoter at a cell density of between 10 and 80 g/1, 
and (iii) utilizable nitrogen and phosphate, and also 
salts of trace elements, being fed in continuously 
after induction of product synthesis has taken place, 
where (iv) the p0 2 value is adjusted to between 5 and 
25% during the whole of the fed-batch phase by passing 
oxygen into the fermentation broth in an appropriate 
manner . 
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The values according to the invention for the 
requisite concentration of the carbon source during the 
fed-batch phase are in a range from 0.1 g to 25 g/1, A 
preferred range is between 0.5 and 15 g/1. in particu- 
lar from 1.0 to 5 g/1. or from 1.0 to 3 g/1. The par- 
ticularly preferred concentration is 1.5 g/1. Preferred 
carbon sources which may be mentioned are glucose or 
glycerol or mixtures of these two compounds. According 
to the invention, the carbon source is added in a con- 
tinuous manner (on-line) using an automated or semi- 
automated addition and analysis system. An on-line flow 
injection analysis system (FIA) is preferably employed. 

The feeding-in of utilizable nitrogen, prefera- 
bly ammonium nitrogen and phosphate, for example diam- 
monium hydrogen phosphate or ammonium di hydrogen phos- 
phate, and also trace elements, for example salts of 
boron, manganese, copper, molybdenum, cobalt, iron or 
zinc which are soluble in the medium, takes place in 
the fed-batch phase which is inserted after the batch 
phase, preferably after switching on protein synthesis, 
using the regulatable promoter, at a cell density of 
from 50 to 80 g/1 (dry weight of biomass) , preferably 
at about 70 g/1, at a total growth rate of 100 to 150, 

preferably 140, g/1- 

According to the invention, protein synthesis 
is switched on. by activating the regulatable promoter 
system. at a cell density of from 10 to 80 g/1. 
preferably from 20 to 60 g/1; very particularly 
preferably, the range is from 40 to 50 g/1. 

During the fed-batch phase, the partial pres- 
sure of oxygen is between 5 and 25%, preferably between 
15 and 25%, very particularly preferably 20%. 

According to the invention, the pH of the fer- 
mentation medium has to be adjusted, during the whole 
batch, to between 6.5 and 7.0, preferably to between 
6.7 and 6.9, in particular to 6.8. 

The invention furthermore relates to a corre- 
sponding process in which an expression vector is 
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employed which possesses an expression cassette which 
contains the foreign gene and is flanked by two termi- 
nator sequences. These terminator sequences, in par- 
ticular that which is positioned upstream, successfully 
prevent unwanted expression of protein prior to the 
expression being switched on by the promoter system. 
While the terminator t hp (Nohno et al . , 1988. J. Bacte- 
rid. 170, 4097-4102) is particularly suitable, other 
known terminator sequences may also be employed. 

The invention furthermore relates to a process 
in which the expression vector which is employed addi- 
tionally contains a suicide system. The suicide system 
produces a protein which is toxic for the cell if the 
plasmid is not present in the cell. Suitable suicide 
systems are known from the literature. A suicide system 
which is particularly suitable for the invention is the 
hok-sok system (e.g. Gerdes K . , 1988, Biotechnol. 6, 
1402-1405). Thus, it is important, for the process for 
effectively forming recombinant proteins, in particular 
antibody molecules. that the host/vector system is 
characterized, in the high cell density region, by high 
plasmid stability, low recombinant basal expression and 
high product formation. In this context, suicide sys- 
tems, in combination with recombinant expression cas- 
settes which are flanked by terminators, are vector- 
specific. 

The invention furthermore relates to a corre- 
sponding process in which a foreign gene is employed 
which encodes an antibody fragment, in particular a 

miniantibody . 

The invention also relates to a process in 
which expression vectors are employed which possess 
additional features which are described below. 

In principle, most of the E. coli strains can 
be employed which are known and which are suitable for 
recombination technology and for production on an 
industrial scale. Advantageously, those strains are 
preferably used which accumulate relatively little ace- 



tate during growth to high cell densities. Those 
strains are particularly suitable which exhibit. an ace- 
tate enrichment of less than 5 g/1 . Surprisingly, the 
acetate accumulation can be kept particularly low by- 
using the chosen conditions of the process according to 
the invention. The well known and commercially 
available E. coli strain RV308 (ATCC 3160S) , and its 
variants having the same effect, is' particularly 
suitable in this regard. 

The invention therefore relates, in particular, 
to a corresponding process in which an E . coli strain 
is employed which exhibits an acetate accumulation of 
less than 5 g/1 in the culture medium during the fer- 
mentation. 

The invention also relates to an E. coli 
expression vector which is suitable for expressing 
foreign proteins under high cell density fermentation 
conditions and which exhibits the following features: 

(i) an upstream terminator sequence and a down- 
stream terminator sequence, 

(ii) the lac promoter/operator system, 

(iii) a T7gl0 Shine Delgarno sequence, 

(iv) the pelB or ompA signal sequence, 

(v) the sequence of the foreign gene, 

and, in a preferred embodiment, also a suicide system, 
in particular the hok-sok suicide system. 

According to the invention, the promoter system 
can also be replaced by other suitable systems, for 
example those mentioned above. Likewise.- other signal 
sequences and control sequences having the same effect 
are also encompassed by the invention. 
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Finally, the invention relates to the expres- 
sion vector pHKK (Fig. 2) . which is defined by its con- 
struction and which contains the sequences for the 
miniantibody which is derived from Mab 425, and to a 
special recombinant E. coli host RV308 [pHKK] , as spe- 
cial embodiments. 

npsrript ^n of rhe figures; 

P4 ff . It Experimental set-up of the bioreactor for pre- 
paring proteins under high cell density condi- 
tions. The system is equipped with a measuring 
device, a display device, a control device and 
a metering device. 

iH g . 2>. Optimized expression vector pHKK and 
constituent parts of its construction. The vec- 
tor is essentially made up of constituent parts 
from the known vectors pASK40, pAKlOO and 
pKG1022 . 

Yjr j r -vfa-d) : HCD culture of recombinant E. coli using 
the example of E. coli RV308lpHKK]: 
chronological course of biomass, 
glucose, ammonium nitrogen, phosphate, 
acetate, stirrer speed, p0 2 , 0 2 and C0 2 
in the exhaust gas, plasmid stability 
(expressed as % of S-lactamase-positive 
colonies) and formation of protein (in 
this case : scFv 425 dhlx) . The batch and 
fed-batch phases are divided into 5 sub- 
phases. The IPTG arrow indicates the 
start of protein production. 
The process according to the invention uses 
transformed E. coli host cells. The plasmid constructs 
which are chosen depend on the nature of the protein 
which is to be expressed. Features of those plasmid 
constructs which are particularly favourable are 
described below. The techniques and methods which are 
required for plasmid construction and for host cell 
transformation are all known and described in detail in 
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the literature (e.g. Sambrook et al . , 1989, Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor). In 
addition, they are explained in the examples using the 
particular embodiments of the invention. Starting plas- 
5 mids or plasmid parts are either obtainable commer- 
cially or can be constructed without difficulty using 
standard methods which are based on known construction 
schemes . 

The preceding batch phase of a typical fermen- 
10 tation, according to the invention, of transformed E. 
coli cells is divided into two rvabphases. Following 
inoculation with an appropriate preliminary culture, 
subphase I is characterized by a lag phase in which the 
cells adapt and the growth rate \i subsequently rises to 
15 Mmax- During subphase II, the cells grow exponentially 
at m = M«ax-. After the pO a has dropped from 100% satura- 
tion down to less than 5-15%, the p0 2 value is adjusted, 
by controlling the speed of the p0 2 agitator, to p0 2 
values which are preferably between 15 and 25%, 
20 preferably around 20% (Fig. 3c) . This adjustment (by 
passing in air which is enriched with pure oxygen) 
should be performed at about 6 to 12 hours after begin- 
ning fermentation of the main culture. The glucose con- 
centration, which was preferably initially between 20 
25 and 35 g/1, declines to the end of subphase II, which 
also constitutes the end of the batch phase preceding 
the fed-batch phase. In this connection, the glucose 
concentration values should under no circumstances fall 
below 0.1 g/1. From now on, this is prevented by the 
30 appropriate feeding-in of glucose (subphase III, Fig. 
3a. start of the fed-batch phase) . In accordance with 
the invention. the glucose value is kept constant 
between 0.1 and 25 g/1. preferably, however, between 1 
and 3 g/1. The feed medium FS1 (Tab. 1) can, for exam- 
35 pie, be used for this purpose. Since this glucose con- 
centration range is sufficiently far above the K s value 
for glucose (Bergter, 1983, "Wachstum von Mikroorganis- 
men (Growth of microorganisms)", p. 41. Gustav Fischer 
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Verlag, Jena), the cells can continue to grow at p m . 
According to the invention, the glucose concentration 
is monitored and regulated using an automated or semi- 
automated system. Flow injection analyser systems in 
on-line operation are particularly suitable. Purely 
manual or largely manual systems have been found to be 
inappropriate. While the fed-batch phase begins between 
about hours 15 and 22. this ultimately depends on 
various individual factors such as temperature, medium 
composition, medium concentration, reactor size, etc.. 
and in particular also on the nature of the E. coli 
strain employed. Advantageously, synthesis of the 
foreign protein is switched on at about from 4 to 8 
hours after beginning the fed-batch phase. However, the 
precise time depends ultimately on the cell density of 
the culture which has already been reached at this 
time. Cell densities of between 10 and 80 g/1. prefera- 
bly between 20 and 60 g/1. are particularly favourable 
if final cell densities of from 100 to 150 g/1 are to 
be reached. It is consequently generally favourable for 
starting the protein synthesis if from about 10 to 60%- 
of the maximum cell density to be reached is present at 
the time of induction. 

Protein synthesis is brought about by switching 
on the regulatable promoter system. Depending on the 
system which is used, this switching-on is as a rule 
effected by adding a substance or by altering a physi- 
cal quantity. In the case of the preferred lac system 
(promoter, operator and inducer) the switching-on is 
effected by adding IPTG (isopropyl 

thiogalactopyranoside) . The further growth of the cells 
is now only restricted by the accumulating product. For 
this reason, it is important, according to the inven- 
tion, that no significant basal expression, which would 
exert an unfavourable influence on total growth and 
consequently on total yield, can take place prior to 
induction. According to the invention, this is con- 
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trived by the expression cassette in the plasmid being 
flanked by efficient terminator sequences. 

From the time at which glucose begins to be fed 
in, the fermentation medium becomes impoverished in 
nitrogen and phosphate (Fig. 3a, b) . In order to avoid 
limitations of any nature, nitrogen and phosphate are 
preferably likewise fed in by means of an appropriate 
continuous process. Expediently nitrogen is supplied in 
the form of ammonium salts since, in this way, 
influence can also simultaneously be brought to bear on 
the pH (from 6.5 to 7.0, preferably 6.8). For example, 
the solution FS2 is suitable (Tab. 1) . Subphase IV is 
characterized by the supply, according to the inven- 
tion, of trace elements (e.g. boron, manganese, iron, 
cobalt, molybdenum and zinc) in the form of their 
soluble salts. As a rule, the addition is effected 
continuously at a constant rate, Subphase V is charac- 
terized by reduced growth, primarily due to product 
accumulation. In addition, a slight increase in the 
acetate concentration can be observed. However, the 
accumulation of acetate, and the concentration of ace- 
tate, in the medium are surprisingly low. This is also 
to be attributed to the special process conditions. E. 
coli strains which exhibit a maximal acetate enrichment 
during the fermentation of < 5 g/1 markedly strengthen 
this effect still further. 

Depending on the nature of the protein, the 
yields of protein vary on average between 2 and 6 g/1. 
Of this, between 50 and 95% is biologically active, 
again depending on the nature of the protein. In the 
case of antibody fragments, more than 80% of the pro- 
tein which is obtained is refolded. These values 
markedly exceed those obtained in comparable processes 
which have previously been described in the state of 
the art . 

Preference is given to using the process which 
has been described, including the expression plasmids 
which have been specially constructed and adapted for 
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this purpose, for efficiently preparing antibody frag- 
ments, in particular miniantibodies. However, it is 
also possible advantageously to prepare many other pro- 
teins, fusion proteins or enzymes using the process 
according to the invention. Examples of such suitable 
proteins are hybrid streptokinase and glucose dehydro- 
genase, or else proteins which have an effect on blood 
coagulation, for example hirudin, thrombin, hementin or 
theromin. 
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T ^le i: Composition of the media; FS1 , FS2 and FS3 
constitute the feed media which, are used in 
the different subphases of the fed-batch 
phase. 





— r 

Compound 1 


Prel iminary 
culture 


Main 
culture 


FS1 


FS2 


FS3 






medium 


medium 


mg/1 


mg/1 


mg/1 






mg/1 


mg/1 








1 


Na,HP0 4 x 2H,0 


8.6xlO J 










2 


K 2 HP0 4 


3xl0 3 


16 .6xl0 J 








3 


(NH 4 );HP0 4 




4x10* 




227x10 




4 


<NH 4 )H : P0 4 








169 . 5x10* 




5 


NH 4 C1 


1x10* 










6 


NaCl 


5xlO a 










7 


Citric acid 




2.1x10 s 








8 


Fe (III) citrate 
hydrate 


60.0 


75.0 






5x10 


9 


H 3 B0, 


3 . 0 


3 . 8 






250 


10 


MnCljX4H 2 0 


15.0 


18.8 






125 


11 


EDTAx2H 2 0 


8.4 


10.5 






700 


1.2 


CuCl 2 x2H : 0 


l.S 


1.9 






125 


13 


Na 2 M0 4 x2HjO 


2.5 


3.1 






213 


14 


CoCl 2 x6H,0 


2.5 


3.1 






213 


15 


Zn(CH,COO) 3 x2H 2 0 


8.0 


10 






668 


16 


Glucose 


10X10 3 


25xl0 3 


670x10* 






17 


MgS0 4 x7H 2 0 


€00 


1 .5xlO J 


19 . 8x10* 






18 


Ampicil 1 in 


100 


100 









The prototrophic E. coli K12 strain RV308 
(lac74-galISII : :OP308strA) (Maurer et al. ( 1980, J. 
Mol. Biol. 139, 147-161; ATCC 31608) was used to 
prepare a recombinant E. coli host. Unless explained 
elsewhere, transformation with a vector which was 
suitable for the expression, and all other requisite 
DNA manipulations, were effected using " standard 
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methods. Plasmid-free E. coli RV308 cells were employed 
as the control in a corresponding high cell density 
fermentation. 

The vector pHKK was constructed as follows 
(Fig. 2): the small Mlul fragment from pAKlOO (Krebber 
and Pluckthun, 1995) , which' contains the strong 
transcriptional terminator t„ P (Nono et al . , see above) 
in the upstream region of lac p/o, was inserted into 
the plasmid pASK40 (Skerra et al . , 1991, Biotechnol . 9 f 
273-278) . The hok-sok DNA was inserted by means of two 
further cloning steps: the aphA gene from pKG1022 
(Gerdes, i988, see above) was removed by double 
digestion with Xhol end EcoRI, filled in with DNA 
polymerase I (Klenow fragment) and religated. In a 
second step, the modified BamHI fragment from pKG1022 
was cloned into the single BamHI cleavage site of the 
first cloning product. The miniantibody is derived from 
a single-chain ab fragment in which the variable 
domains in the V H -V L direction were connected to a 
flexible linker (gly<ser) 3 , followed by a proline-rich 
hinge region and a modified helix- turn-hel ix domain 
(dhlx) (Pack et al . , 1993, Biotechnol. 11, 1271-1277). 
The DNA sequences, primers, amplifications and clonings 
of the light and heavy chain of murine/humanized Mab 
425 are described in detail in WO 92/15683. In order to 
ensure secretion of the scFv425dhlx fragment into the 
periplasm, che V H domain was fused N-terminally to the 
pelB signal sequence. The T7gl0 ribosomal binding site 
(Shine Dalgarno) was cloned, using PCR methodology, 
into the Xbal and Sfil cleavage sites of pEGl 
(Strittmatter et al . , 1995). The finally finished 
scFv425dhlx expression cassette was cloned between the 
Xhal and Hindlll cleavage sites. This gave the 
expression vector pHKK which is depicted in Fig. 2. 

Example 2; 

The compositions of the media for the 
• preliminary cultures in Erlenmeyer flasks, of the main 
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culture in a tank reactor equipped with an agitator 
mechanism (Biostat ED10. B. Braun, Biotech 
International, Melsungen, FRG) , and of the feed media 
FS1, FS2 and FS3 , are compiled in Table 1. The main 
culture medium (8 1) was modified as compared with the 
medium of Riesenberg et al . , 1991 (see above). In order 
to prevent precipitations, the constituents were added 
in the sequence given in Tab. 1. Glucose and magnesium 
sulphate were added as separately autoclaved solutions. 
The reactor was operated at 26°C, a pressure of 
0.15 MPa, a pH of 6.8 and an average aeration rate of 
10 1/min. 25% aqueous ammonia was used to adjust the 
P H. Ammonia and Ucolub Nil 5® (Fragol 

Industrieschmierstof fe GmbH, Muhieim/Ruhr , FRG) were 
15 added during the fermentation, by means of sensor 
control, in order to regulate the pH and as a defoaming 
agent, respectively. FS1 was prepared as follows: 750 g 
of glucose and 22.2 g of MgFO, x 7H.O were dissolved 
separately in 600 ml of H 2 0 and 50 ml of H 2 0, 
respectively. The solutions were mixed with each other 
after having been autoclaved. FS2 was prepared by 
dissolving 227 g of (NHJ 2 HP0 4 and 169.5 g of (NH 4 )H 2 P0 4 
in water while at the same time adding 60 ml of 25% NH 3 
in order to adjust the pH to 6.8 prior to autoclaving. 
25 FS3 was prepared from stock solutions in the following 
sequence: 50 ml of Fe(III) citrate hydrate (6 g/1) , 0.5 
ml of H 3 B0 3 (30 g/1), 0.5 ml of MnCl 2 x 4H 2 0 (10 g/1), 
0.5 ml of EDTA x 2H 2 0 (84 g/1), 0.5 ml of CuCl 2 x 2H 2 0 
(15 g/1), 0.5 ml of Na 2 Mo0 4 x 2H 2 0 (25 g/1), 0.5 ml of 
30 CoCl 2 x 2H 2 0 (25 g/1) and 10 ml of Zn(CH 3 COO) 2 x 2H 2 0 (4 
g/1) • 
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fixnmple 3; 

35 Several colonies from a Petri dish, where they had been 
grown on LB agar at 26°C, were used to overinoculate 
20 ml of liquid LB medium. After 5 hours of shaking 
(200 rpm, 26°C) , 1 ml was transferred to 100 ml of 
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preliminary culture medium in a 500 ml flask and the 
latter was then subjected to further incubation. 10 ml 
of this preliminary culture were used in order to 
overinoculate 100 ml of new preliminary culture medium. 
In this way, 9 preliminary cultures were produced which 
were used together to overinoculate 8 1 of main culture 
medium in the fermenter to an initial OD 5S0 - 0.2. 

Example 4: 

The set-up of the 10 1 bioreactor, together 
with accessories and control equipment, is depicted in 
Fig. 1. The culture on a high cell density fermentation 
scale was effected using a digital measuring and 
control unit (DCU) , a multif ermenter control system 
(MFCS) and a gas flow control unit. C0 2 and oxygen 
release were measured constantly. Following 
overinoculation, the biosample collector MX- 3 (New 
Brunswick Scientific, Watford, UK) was used for taking 
aseptic samples and permitting off-line data analysis 
(Webb et al . , 1990, Biotechnol. 8, 926-928). The 
control units maintained an admission gas flow rate of 
10 1/min, a pH of 6.8, a temperature of 26 °C and a 
pressure of 0.15 MPa . Two control loops guaranteed 
aerobic growth conditions at a p0 2 of 20%. All the 
important physical quantities were displayed and 
recorded during the whole of the fermentation. 

During the fed-batch phase, the glucose 
concentration in the culture is maintained at 1.5 g/1. 
A modified flow injection analyser (FIAstar 5020 
analyser equipped with a photometer and a detection 
control unit, Tecator AB, Sweden) was used for this 
purpose. Details of this system, and of its mode of 
operation, are described in the state of the art (e.g. 
Pfaff et al . , 1995, in Munack A. and Schugerl K (eds) : 
Computer Applications in Biotechnology, Elsevier 
Science Ltd., Oxford, 6-11). 

The cell density was calculated by measuring 
the optical density at 550 nm. The plasmid stability 
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was determined by the method of Pack et al . , 1993 (see 
above) . 

Example 5s 

The synthesized miniantibodies were determined 
quantitatively using the method of Pack et al . , 1993 
(see above) . The quantity of functional miniantibodies 
was determined by ELISA and the total quantity of 
miniantibodies by SDS-PAGE in an 12% polyacrylamide 
gel, in accordance with Laemmli (1970), followed by 
gel-scanning. For the ELISAs, microtitre plates were 
coated with human EGFR receptor (e.g. from WO 
92/15683) . The bound miniantibodies were detected with 
anti-scFv425 rabbit serum and peroxidase-con jugated 
goat anti-rabbit IgG (Jackson Immunoresearch Inc., 
USA) . The yield of active miniantibodies was calculated 
from dilution series prepared from the purified 
miniantibodies. In a control, it was demonstrated that 
the anti-scFv425 rabbit serum did not exhibit any 
observable cross reaction with other components of the 
plasmid-free crude extract of E. coli RV308. 
Furthermore, addition of . this crude extract to a 
dilution series prepared from the same antibody in 
purified form had no effect on the ELISA signals. In 
order to determine the total quantity of 
miniantibodies, gels stained with Coomassie brilliant 
blue were detected photometrically and the 
concentration of the miniantibodies was calculated from 
a dilution series prepared from the purified 
miniantibody which had been fractionated on the same 
gel. An analogous mixture in which E. coli host cells 
were used which did not produce any miniantibodies 
served as the control. 



Patent claims: 



1. Process for preparing foreign protein in E. 

coli cells which have been transformed with a plasmid 
carrying the foreign gene and an inducible promoter, by 
means of high cell density fermentation by way of batch 
and fed-batch stages, without any restriction of growth 
by substrates or metabolic by-products, and isolation 
and purification of the expressed protein from the 
culture medium, with the concentration of substrates in 
the fed-batch phase being controlled using a 
continuous, automated or semi-automated analysis and 
addition system, characterized in that, in the fed- 
batch phase, (i) the concentration of the carbon source 
in the medium is kept constant in a range between 
0.1 g/1 and 25 g/1 while maintaining unlimited growth 
of the cells = Moax) « ( i:L > the production of the 

foreign protein is started in the said fed-batch phase 
by inducing the promoter at a cell density of between 
10 and 80 g/1, and (iii) utilizable nitrogen and 
phosphate, and also salts of trace elements, are fed in 
continuously after induction of product synthesis has 
taken place, with (iv) the p0 2 being adjusted to between 
5 and 2 5% during, the whole of the fed-batch phase by 
passing oxygen into the fermentation broth in an 
appropriate manner. 

2. Process according to Claim 1, characterized in 
that the concentration of the carbon source is kept 
constant in a range between 1 and 3 g/1 during the fed- 
batch phase. 

3. Process according to Claim 1 or 2, 
characterized in that nitrogen, phosphate and trace 
elements are added at a cell density of between 50 and 
80 g/1. 

4 . Process according to one of Claims 1 to 3 f 

characterized in that the cell density according to 
(ii) of Claim 1 is from 20 to 60 g/1. 
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5. Process according to one of Claims 1 to. 4, 
characterized in that cell densities of between 100 and 
150 g/1 can be achieved in the fed-batch phase. 

6. Process according to one of Claims 1 to 5, 
characterized in that an expression vector is employed 
which possesses an expression cassette which contains 
the foreign gene and is flanked by two terminator 
sequences . 

7. Process according to Claim 6, characterized in 
that the expression vector which is used additionally 
contains a suicide system, preferably the hok-sok 
suicide system. 

8. Process according to Claim 6 or 7, 
characterized in that a foreign gene is employed which 
encodes an antibody fragment, in particular a 
miniantibody . 

9. Process according to one of Claims 1 to 4, 
characterized in that an expression vector according to 
one of Claims 12-16 is employed. 

10. Process according to one of Claims 1 to 9, 
characterized in that an E. coli strain is employed 
which, during the fermentation phase, accumulates not 
more than 5 g/1 acetate in the culture medium. 

11. Process according to Claim 10, characterized in 
that the E. coli strain RV308 (ATCC 31608) is employed. 

12. E. coli expression vector, suitable for 
expressing foreign proteins under high cell density 
fermentation conditions, characterized in that it 
contains the following features: 

(i) an upstream terminator sequence and a 
downstream terminator sequence,. 

(ii) the lac promoter/operator system, 

(iii) a T7gl0 Shine Dalgarno sequence, 



(iv) the pelB or ompA signal sequence, and 



(v) 



Che sequence of che foreign gene. 



13. Vector according co Claim 12, characterized in 
that it additionally contains a suicide system, in 
particular the hok-sok suicide system sequence. 

14. Vector according to Claim 12 or 13. 
characterized in that the upstream terminator sequence 
is t HP and the downstream terminator sequence is t LPP . 

15. Vector according to one of Claims 12 to 14, 
characterized in that the foreign gene contains a 
sequence which encodes the V H chain and the V L chain of 
a miniant ibody . 

16. Expression vector having the designation pHKK 
according to the construction scheme depicted in Fig. 
2. 

17. Transformed E. coli expression host 
RV308 (pHKK] , which can be obtained by transforming 
RV308 (ATCC 31608) with an expression vector according 
to Claim 14 . 



Abstract : 



The invention relates to a fed -batch 
fermentation process which uses special « . coii 
host/vector systems for the purpose of efficiently 
forming recombinant proteins, in particular recombinant 
antibody molecules, preferably antibody fragments such 
as miniant ibcdies . 

Under the given conditions, the £. coli ceils 
are able to grow at a maximum specific growth rate up 
za very high cell densities. After the recombinant 
product formation has been switched on, it is onlv the 
formed product which restricts growth; there is no 
growth restriction due to substrates or metabolic by- 
products. High space-time yields of recombinant 
proteins can be achieved in this manner. 
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(57) Abstract 

The invention relates 
to a fed-batch fermentation 
method with particular 
host-vector systems of E. 
coli for effective formation 
of recombinant proteins, 
in particular recombinant 
antibody molecules, preferably 
antibody fragments such 
as mini antibodies. In the 
conditions given the E. coli 
cells can grow at the maximum 
specific growth rate to very 
high cell densities. When 
recombinant product formation 
starts, only the product formed 
acts in a limiting manner on 
growth. Growth limitation 
by substrates or metabolic 
by-products does not occur. 
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of recombinant proteins can be 
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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung bctrifft cin Fed-Batch Fermentationsverfahren mil speztellen Wtrts-Vektor-Systemen von E. coli zur effektiven Bildung 
rekombinamer Proteine, insbesondere rekombinanter Antikorpermolekttlc, vorzugsweise AntikOrperfragmente wie Miniantikorper. Unter den 
gegebenen Bedingungcn konnen die E. c<?/i-Zellen mit maximaler spezifischer Wachstumsrate bis zu sehr hohen Zelldichten wachsen. Nach 
Anschaltung der rekombinanten Produktbildung wirkt nur das gebildete Produkt begrenzend auf das Wachstum; cine Wachstumsbcgrenzung 
dutch Substrate oder metabolische Nebenprodukte erfolgt nicht Auf diese Weise konnen hone Raum-Zeit-Ausbeuten an rekombinanten 
Proteinen erzielt werden. 
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Verfahren zur Herstellung von rekombinanten Proteinen in E. coli 
mittels Hochzelldichte-Fermentation 

Die Erfindung betrifft ein Fed-Batch Fermentationsverfahren mit speziellen 
Wirts- Vektor-Systemen von E. coli zur effektiven Bildung rekombinanter 
Proteine, insbesondere rekombinanter Antikorperrnolekule, insbesondere 
Antikorperfragmente, wie z.B. Miniantikorper. 

Unter den erfindungsgemaflen Bedingungen konnen die E. co//-Zellen mit 
maximaler spezifischer Wachstumsrate bis zu sehr hohen Zelldichten wach- 
scn. Nach Anschaltung der rekombinanten Produktbildung wirkt nur das 
gebiidete Produkt begrenzend auf das Wachstum; eine Wachstumsbegren- 
zung durch Substrate oder metabolische Nebenprodukte erfolgt nicht. Auf 
diese Weise und in Verbindung mit den speziell hierfur angepaBten und ho- 
he Stabilitat aufvveisenden neuen Expressionvektoren konnen hohe Raum- 
Zeit-Ausbeuten an rekombinanten Proteinen erzielt werden, die insbesonde- 
re im Fall von Antikorperfragmenten hohe biologische Aktivitat aufweisen. 

Eine wesentliche Voraussetzung fur effektive rekombinante Proteinbildun- 
gen ist die Kultivierung von E. coli - Zellen zu hohen Zelldichten. Hierfur 
sind foigende Kultivierungen Stand der Verfahrenstechnik: Nach unlimitier- 
tem Wachstum (u = Hrnax) m ^ er Batch-Phase wird ublicherweise in der 
sich anschlieflenden Fed-Batch-Phase eine Kohlenstoffquelle (Glucose oder 
Glycerin) so begrenzt zudosiert, daD die Bildung von wachstumsLnhibitori- 
schen Nebenprodukten wie z.B. Acetat vermieden wird mit der Konsequenz, 
daC das Wachstum dann bis zum Erreichen hoher Zelldichten nur substrat- 
limitiert (u < u max ) fortgesetzt werden kann (z.B. Riesenberg et al., 1991. J. 
Biotechnol., vol.20. 17-28; Strandberg et al. 1994. FEMS Microbiol. Rev., 
vol. 14, 53-56; Korz et al. 1995. J. Biotechnol. 39, 59-65; EP-B-0 511 226). 
Wachstum mit reduzierter Wachstumsrate hat naturlich lange Fermen- 
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tationszeiten und somit folglich auch ceringere Raum-Zeit-Ausbeuten zur 
Folge. Bei diesen Fermentationen ist aufgnind dcs sofortigen Verbrauchs die 
Konzentration der Kohlenstoffquelle in der Kulturlosung nahezu Null. Nach 
Anschaltung der rekombinanten Produktbildung andert sich an den substrat- 
Iimitierten Verhaltnissen nichts. 

Es sind auch Fed-Batch Kultivierungen mit E. coli bekannt, bei denen die 
Kohlenstoffquelle diskontinuierlich in groBeren Zeitabstanden und dann in 

10 groBeren Mengen zugegeben wird, wobei meist ein Anstieg des pC^-Wertes 
als Indikator fur die Substraterschopfung zur Initialisierung der folgenden 
Dosierung der C-Quelle verwendet wird (z.B. Eppstein et al. 1989. Biotech- 
nol. 7, 1 178-1 18 1). Diese Verfahrensweise bedeutet einen haufigen Wechsel 

15 von langerfristigen Substratuberschuflbedingungen zu Substratlimitbedin- 
gungen und impliziert somit rnetabolische Imbalanzen. 

Im folgenden wird auf Fed-Batch Kultivierungen eingegangen, bei denen die 
Zellen in der Fed-Batch-Phase mit maximaler spezifischer Wachstumsrate 

20 (u = u max ) wachsen konnen. Fed-Batch Kultivierungen, bei denen nach 
off-line Bestimmungen groBere Mengen an C-Quelle in groBeren Zeitab- 
standen der Kultur zur Vermeidung von Substratlimitationen zugegeben 
werden, sind experimentell aufwendig und haben den Nachteil, daB sich 

25 wahrend der gesamten Fermentation die Konzentration der C-Quelie standig 
andert (z. B. Pack et al. 1993. BiotechnoL vol. 11, 1271-1277, Hahm et al. 
1994. Appl. Microbiol. Biotechnol. 42 ? 100-107). 

Es sind auch Fed-Batch Kultivierungen beschrieben, bei denen die Konzen- 
30 tration der C-Quelie on-line gemessen und geregelt wird, sodaB Limitationen 
vermieden werden, obwohl sie - insbesondere im Hochzelldichtebereich - 
mit den nachfolgend beschriebenen Nachteilen behaftet sind. Unlangst isl 
ein autoklavierbarer Glucose-Biosensor zum Einsatz. in mikrobiellen Fer- 
35 memationen in Ruhrkesselfermentern beschrieben worden (M. R. Phelps et 
al. 1995. Biotechnol. Bioeng., vol.46, 514-524). Er wurde fur E. coli- 
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Kulturen eingesetzt. Dieser in-situ-Sensor liefert in ciner Zeitverzogerung 
von etwa 2 Minuten den aktuelien Wert in der Kulturldsimg. Das vom 
Glucose-Sensor gelieferte Signal ist unter anderem pH- und p02-abhangig. 
Im Hochzelldichtebereich X > 80 g / 1 ist der Sensor nicht erprobt. Erfah- 
rungsgemafl konnen Bewachsungen von in situ-Sonden mit E. coii bei sehr 
hohen Zelldichten zu weiteren Fehlwerten fiihren. Auflerdem ist der Sensor 
wahrend einer laufenden Fermentation nicht exakt rekaiibrierbar. Andere 
Verfahren basieren nicht auf Messungen mit einem in situ-Sensor, sondern 
griinden sich z.B. auf der Bestimmung der Kohlenstoffquellen mittels on- 
line-FIieBinjektions-Analysatoren (FIA) oder on-line-HPLC in zellfrei ge- 
machter Kulturlosung, die aus dem Fermenter semikontinuierlich entnom- 
men und einer Filtration oder Mikrozentrifugation unterworfen wird 
(Kleman et al. 1991. Appl. Environ. Microbiol. 57, 910-917 und 918-923; 
Turner et al. 1994. Biotechnol. Bioeng. 44, 819-829). Vorhersage- und 
Ruckkopplungs-Kontrollalgorithmen verringerten die Schwankungen der 
Glucosekonzentration beim Wachstum bis X= 65 g/1 (Kleman et al. 1991. 
Appl. Environ. Microbiol, vol. 57, 910-917.). Im Bereich sehr hoher Zell- 
dichten (ab ca. 80 g / 1 bis 150 g / 1) wird die Separation von Zellen und 
Nahrlosung zunehmend schwieriger und zeitaufwendiger, so dali auch die 
Zeitverzogerung zur Bestimmung des aktuelien Glucosewertes im Fermenter 
biomasseabhangig zunimmt und die Konstanthaltung des Glucosespiegels 
erschwert bzw. unmoglich macht. Mit konstanter und kurzer Zeitverzoge- 
rung dagegen wird die Glucosekonzentration gemessen bei einer Apparatur, 
die auf diese Zellseparation verzichtet (Pfaff et al. 1995. p. 6-11. in: 
Proceedings of the 6th International Conference on Computer Appl. in Bio- 
technol. Garmisch-Partenkirchen, FRG). Nach Pfaff et al. wird in unmittel- 
barer Nahe der Probennahmestelle nach Verdunnung der Kultur mit einem 
Wachsrumsinhibitor eine FIA mit enzymatisch-amperiometrischem Glucose- 
sensor zum Einsatz gcbracht 
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Bei der aeroben Kultivierung biiden E. co//-Zellen, die nicht durch Dosie- 
rungsregime zum substratlimitierten Wachstum gezwungen werden, iibli- 
cherweise verstarkt das metabolische Nebenprodukt Acetat (Riesenberg 
1991. Curr. Opinion Biotechnol., vol. 2, 380-384.), das sich in der Nahrlo- 
sung akkumuliert und in groBeren Mengen wachstumsinhibitorisch wirkt 
(Pan et al. 1987. Biotechnol. Lett, vol. 2, 89-94). Deshalb sind bisher diese 
Fed-Batch-Kultivierungen zu hohen Zelldichten nur mit besonderen E. coli- 
Stammen mdglich, deren Acetat-Akkurnulation durch gezielte genetische 
Veranderungen reduziert wurde bei Tolerierung anderer damn verbundener 
Nachteile. Zu den Abkommlingen von E.coli K12 gehoren phosphotransace- 
tylase-negative Mutanten (Bauer et al. 1990. Appl. Environ. Microbiol., vol. 
56, 1296-1302; Hahm et al. 1994. Appl. Microbiol. Biotechnol., vol. 42, 
100-107.), die jedoch in Glucose-Mineraisalzmedien stark im Wachstum 
reduziert sind. Phelps und Mitarbeiter (s.o.) verwendeten als Wirt den E. 
coli Stamm TOPP5 fur die nicht substratlimitierte Kultivierung bis zu einer 
Biomasse von X= 85 g/1. Dieser E. coli Stamm, der ofFenbar nicht stark 
Acetat akkumuliert, ist jedoch kein K-12 Stamm. E. coli TOPP5 bildet He- 
molysin und ist somit ein pathogener Stamm, der aus Sicherheitsgrunden 
nicht als Wirt fur die Bildung rekombinanter DNA-Produkte im Industrie- 
sektor in Frage kommt. Durch Transformation von E. coli-Zellen mit einem 
Plasmid, das ein Gen zur Codierung von Acetolactatsynthase (ALS) enhalt, 
konnte durch gezielte Reorientierung des intermediaren Stoffwechsels eine 
Reduktion der Acetatakkumulation erziclt werden (San et al. 1994. In: Ann- 
N-Y-Acad-Sci, vol.721, 257-267). Diese Verfahrensweise ist aber mit dem 
Nachteil behaftet, dafl bei Verwendung eines ALS-codierenden Plasmides in 
Kombination mit einem zweiten, das "Produktions"-Gen tragenden Plasmids 
unter Hochzelldichtebedingungen ublicherweise Instabilitaten auftreten. 
Durch Plasmidinstabilitaten, die insbesondere bei der Kultivierung zu sehr 
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hohen Zelldichten verstarkt auftreten, wird die EfTizienz von rekombinanten 
Produktbildungcn hauflg verringert. 

Antikorper oder Antikorperfragmente, wie Fab 1 , F(ab*)2, Miniantikorper oder 
single-chain Fv's, erlangen im zunehmenderen AusmaD Bedeutung im me- 
dizinischen und biotechnischen Bereich. Unter Miniantikorper ist im folgen- 
den erfindungsgemaB ein bivalenter oder bispezifischer iiber pseudo-Hinge- 
Region verknupftes single-chain Fv-Fragment zu verstehen. Dabei kann es 
wichtig werden, wie zurn Beispiel in der Krebstherapie, grofle Mengen an 
Antikorpern (etwa 1 g / Dosis) zur Verfiigung zu stellen. In E. coli konnen 
nun besonders leicht und gut monovalente Antikdrperfragmente oder Fu- 
sionsproteine von diesen, bzw. multimere oder multispezifische Varianten 
davon, hergestellt werden. Diese Fragmente bzw. Varianten weisen eine 
kleine Grofie verbunden mit einer hohen spezifischen Bindungsfahigkeit auf. 
(z.B. Pluckthun A./ 1992, bnmunol. Rev. 130, 151-188; Pack et al, 1995, J. 
Mol. Biol. 246, 28-34). Proteine und insbesondere Antikorper mussen aber 
richtig gefaltet sein, um biologisch und funktionell wirksam zu sein. Dieses 
Problem muB bet der Ausbeutebetrachtung von gebildetem Antikbrperfrag- 
ment pro Zelle in Zusammenhang mit der Zelldichte bcachtet werden. Fer- 
ner spielt die Primarsequenz des Antikorpers eine wichtige Rolle bei der 
Bestimmung der Ausbeute in vitro und der Faltung in vivo (Knappik A. und 
Pluckthun A., 1995, Protein Engin. 8, 81-89). So werden z.B. Fab- 
Fragmente als unlosliche cytoplasmatische oder periplasmatische Aggregate 
exprimiert und in vitro rtickgefaltet. So wird iiber Ausbeuten von etwa 0.14 
g / 1 bei niedriger Zelldichte (Condra et aL, 1990, J. Biol. Chem. 265, 2292- 
2295) und bis etwa 1-2 g / 1 unloslicher Antikorper bei mittlerer Zelldichte 
(Shibui et al, 1993, Appl. Microbiol. Biotcchnol. 38, 770-775) berichtet. 
Auch bivalente Miniantikorper (Pack et aL 1993, Biotechnol. 11, 1993, 
1271-1277) konnen in biologisch-funktioneller Form in Ausbeuten von etwa 
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0.2 g / I in E. coli erhaiten werden. Durchschnittlich sind bei diesen Ausbeu- 
ten ca. 5 - 45 % ordnungsgemafl riickgefaltet. 

In den bekannten E. col /-Sytemcn wird die Fremdprotein-Bildung in der Re- 
gel auf geeignete Weise nach Erreichen angemessener Zclldichten entspre- 
chend dem Expressionssystem durch ein regulierbaxes Promotersystem an- 
geschaltet. Hier sind beispielsweise zu nennen (i) der araBAD Promoter in 
Gegenwart desAraC Repressors (induzicrbar durch Arabinose) (z.B. Better 
et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 90, 457-461), (ii) der phoA- 
Promoter (induzierbar durch Phosphat-Entzug) (z.B. Carter et al, 1992, 
Biotechnol. 10, 163-167), und (iii) das /ac-Promotersystem (induzierbar 
durch IPTG) (Pack et al, 1993, I.e.). Das /ac-System, das in der Regel eine 
gute Expression bewirkt hat aber den Nachteil, dafl einerseits eine uner- 
wunschte Grundexpression vor Induktion des Promoters und andrerseits eine 
Plasmidinstabilitat nach Induktion mit IPTG zu beobachten ist. 
In einer besonderen Ausfuhrungsform der Erfindung wird ein spezieller 
20 Vektor (pHKK) beschrieben, der als Fremdgen Sequenzen enthalt, die fiir 
Fragmente des murinen brvv. humaniersierten Antikorpers MAb 425 codie- 
ren. MAb 425 (ATCC HB 9629) ist cin muriner monoklonaler AntLkorper, 
der aus der bekannte menschlichen A432 Krebszellinie (ATCC CRL 1555) 
25 isolien wurde und an das Epitop des humanen epidermischen Wachstums- 
faktor-Rezeptors (EGFR, ein Glycoprotein von enva 170 kD) bindet unter 
Inhibierung der Bindung des naturlichen Liganden EGF. Es ist gezeigt wor- 
den, daC MAb 425 cytotoxische Wirkung auf Tumorzellen hat, bzw. diese 
30 am Wachstum zu hindern vermag (Rodeck el al. s Cancer Res. 1987. 47: 
3692). Aus der WO 92/15683 sind humanisieiie sowie chimere Formen des 
MAb 425 bekannt, einschliefilich der DNA- und Aminosauresequenzen ihrer 
leichten und schweren Ketten. 
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Ziel der Erfindung war es nun, ein Verfahren zur Hersteilung von 
Fremdproteinen, insbesondere Antikorperfragmenten, in rckombinanten 
E. coll- Zellen unter Hochzelldichte-Bedingungen (HCDC = High Cell 
Densi^ Culture) mit hohen Raum-Zeit-Ausbeuten und ohne wesentliche 
Wachstumsbeeintrachtigung durch Substrate oder Metaboliten und ohne 
nennenswerte Piasmidverluste, bzw. Plasmidinstabilitaten unter Gewahrlei- 
stung eines groflen Prozentsatzes an wirksamer biologischer Aktivitat 
(Bindungsfahigkeit, korrekte Faltung) des exprimierten Proteins zur Verfii- 
gung zu stellen. 

Das erfindungsgemafle Verfahren ist ein mehrstufiges Batch- Verfahren, da£ 
sich in erster Linie dadurch auszeichnet, dafl die Zellen wahrend des gesam- 
ten Batches maximal wachsen konnen (yi = [x mAK ). So konnen mit dem be- 
schriebenen Verfahren letztlich Zelldichten von 100 bis 150 g / 1 (Bio- 
trockenmasse) erreicht werden. Das Wachstum wird auch nicht wesentlich 
durch Acetat-Akkumuiation inhibiert, da eine solche unter den gewahlten 
Bedingungen uberraschenderweise nicht besonders ausgepragt ist, insbeson- 
dere bei Verwendung von E. Coli- Stammen, die ohnedies nur zu vermin- 
derter Acetatbildung wahrend der Fermentation neigen. Dies wird auch unter 
einer Reihe artderer zusatzlicher Mafinahmen voraliem dadurch erreicht, daD 
in der einer Batch-Phase nachgeschalteten Fed-Batch-Phase die Konzentra- 
tion der Kohlenstoffquelle im Medium in einem definierten Bereich unter 
Beibehaltung von unlimitiertem Wachstum der Zellen konstant gehalten 
wird. Durch entsprechende Gestaltung des entsprechcnden Expressionsvek- 
tors kann auch die unerwiinschte Basalcxpression von Protein vor Anschal- 
tung der Proteinsynthese durch ein regulierbares Promotersystem nahezu 
ausgeschaltet werden, ebenso wie der zum Teil erhebliche Plasmidverlust, 
der, wie oben bereits erwahnt, normalerweise in Expressionssystemen mit 
starken Promotern wie z.B. das /ac-Promotersystem, zu beobachten ist. 
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Es konnen durchschnittlich Proteinausbeuten von 3 bis 5 g / 1 nach ca. 25 
bis 35 Stunden Gesamtkuitivierung erreicht werden. Im Falle der wegen ih- 
rer Faltungkskriterien besonders kritischen Antikorperfragmente, insbeson- 
dere Miniantikorper, sind etwa 80 % des synthetisierten Materials biologisch 
aktiv und korrekt gefaltet. 

Gegenstand der Erfindung ist somit Verfahren zur Herstellung von 
Fremdprotein in E. coli- Zelien, die mit einem das Fremdgen und einen in- 
duzierbaren Promoter tragenden Plasmid transformiert wurden, mittels 
Hochzelldichtefermentation uber Batch- und Fed-Batch Stufen ohne jegliche 
Wachsturnsbegrenzung durch Substrate oder metabolische Nebenprodukte, 
und Isolierung und Aufreinigung des exprimierten Proteins aus dem Kultur- 
medium, vvobei die Konzentration an Substraten in der Fed-Batch Phase 
uber ein kontinuierliches automatisches oder semi-automatisches Analyse- 
und Zugabesystem gesteueil wird, vvobei in der Fed-Batch Phase (i) die 
Konzentration der Kohlenstoffquelle im Medium in einem Bereich zwi- 
schen 0.1 g / 1 und 25 g / 1 unter Beibehaltung von unlimitienem Wachstum 
der Zelien (ja = u max ) konstant gehalten wird, (ii) die Produktion des 
Fremdproteins innerhalb besagter Fed-Batch-Phase bei einer Zelldichte zwi- 
schen 10 und 80 g / I durch Induktion des Promoters gestanet wird, und (iii) 
nach erfolgter Produktsynthese-Induktion verwertbarer Stickstoff und Phos- 
phat sowie Salze von Spurenelementen konrinuierlich zugefuttert werden, 
vvobei (iv) wahrend der gesamten Fed-Batch Phase der p0 2 -Wert durch ent- 
sprechende Sauerstoffcinleitung in die Fermentationsbruhe zwischen 5 und 
25 % eingestellt wird. 

Die erfindungsgernaQen Werte fur die erforderliche Konzentration der Koh- 
lenstoffquelle wahrend der Fed-Batch-Phase liegt in einem Bereich zwi- 
schen 0.1 g bis 25 g / 1. Ein bevorzugter Bereich liegt zwischen 0.5 und 15 g 
/ I, insbesondere zwischen 1.0 bis 5 g /I, bzw. zwischen 1.0 bis 3 g / 1. Die 
besonders bevorzucte Konzentration ist 1.5 g / I. Als Kohlenstoffquelle sind 
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vorzugsweise Glucose oder Glycerin oder Gemische aus beiden zu nennen. 
ErfindungsgemaB erfolgt die Zugabe der Kohlenstoffquelle mittels eines 
automatischen oder halbautomatischen Zugabe- und Analysesystems in 
kontinuierlicher Weise (on-line). Vorzugsweise wird ein on-line Flieuinjek- 
tionsanalyse-System (F1A) eingesetzt. 

Die Zufutterung von verwertbarem Stickstoff, vorzugsweise Ammonium- 
Stickstoff und Phosphat, beispielsweise Diammoniumhydrogenphosphat 
oder Ammoniumdihydrogenphosphat, sowie Spurenelementen, beispielswei- 
se im Medium ldsliche Salze von Bor, Mangan, Kupfer, Molybdan und Ko- 
balt Eisen oder Zink, erfolgt in der der Batch-Phase nachgeschalteten Fed- 
Batch-Phase, vorzugsweise nach Anschaltung der Proteinsynthese durch den 
regulierbaren Promoter bei einer Zelldichte von 50 bis 80 g / 1 (Bio- 
trockenmasse), vorzugsweise bei erwa 70 g / I bei einer Gesamtwachsturns- 
rate von 100 bis 150, vorzugsweise 140 g / I. 

Das Anschalten der Proteinsynthese durch Aktivierung des regulierbaren 
Promotersystems erfolgt erfindungsgemafl bei einer Zelldichte von 10 bis 80 
g / 1, vorzugsweise zwischen 20 bis 60 g / I; uanz besonders bevorzut ist der 
Bereich von 40 bis 50 g / 1. 

Der Partialsauerstoffdruck liegt wahrend der Fed-Batch-Phase zwischen 5 
und 25%, vorzugsweise zwischen 15 und 25%, ganz besonders bevorzugt 
bei 20 %. 

Der pH-Wert des Fermentationsmediums ist erfindungsgemafl wahrend des 
gesamten Batches zwischen 6.5 und 7.0, vorzugsweise zwischen 6.7 und 
6.9, insbesondere bei 6.8, einzustellen. 

Gegnstand der Erfindung ist ferner ein entsprcchendes Verfahren bei dem 
ein Expressionsvektor mit einer von zwei Terminatorsequenzen flankierten 
das Fremgen enthaltendenExpressionskassene eingesetzt wird. Diese Termi- 
nator-Sequenzen. insbesondere die "upstream" positionierte, verhindern er- 
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folgreich eine unerwiinschte Expression von Protein vor der Anschaltung 
durch das Promotersystem. Besonders geeignet ist der Terminator t hp 
(Nohno et al., 1988, J. Bacteriol. 170, 4097-4102) aber auch andere bekann- 
te Terminator-Sequemzen konnen eingesetzt werden. 

Weiterhin ist Gegenstand der Erfindung ein Verfahren, bei dem der verwen- 
dete Expressionsvektor zusatzlich ein Suizidsystem enthalt. Das Suizid- 
system produziert ein Protein, welches ohne das Vorhandensein des Plas- 
mids in der Zelle fiir diese toxisch ist. Geeignete Suizidsysteme sind in der 
Literatur bekannt. Ein fur die Erfindung besonders geeignetes Suizidsystem 
ist das hok-sok-System (z. B. Gerdes K., 1988, Biotechnol. 6, 1402-1405). 
Fiir das Verfahren zur effektiven Bildung rekombinanter Proteine, insbcson- 
dere von Antikorpermolekiilen, ist es namlich wichtig, daD das Wirts- 
Vektor-System sich im Hochzelldichtebereich durch eine hohe Plasmidsta- 
bilitat, geringe rekombinante Basalexpression und hohe Produktbildung aus- 
zeichnet. Suizid-Systeme in Kombination mit rekombinanten, durch Termi- 
natoren flankierten Expressionskassetten sind dabei vektorspezifisch. 

Ferner ist Gegenstand der Erfindung ein entsprechendcs Verfahren, bei dem 
ein Fremdgen eingesetzt wird, das fur ein Antikorperfragment, insbesondere 
einen Miniantikorper codiert 

Weiter ist Gegenstand der Erfindung ein Verfahren, bei dem Expressions- 
vektoren mit zusatzlichen, unten beschriebenen Merkmalen eingesetzt wer- 
den. 

Prinzipiell sind die meisten bekannten, fiir die Rekombinationstechnik und 
fiir die Produktion im technischen Mafistab geeigneten co//- Stamme ein- 
setzbar. Vorteilhafterweise finden solche Stamme bevorzugte Verwendung, 
die bei Wachstum zu hohen Zelldichten relativ wenig Acetat akkumulieren. 
Besonders geeignet sind Stamme, die eine Acetatanreicherung von unterhalb 
5 g / I aufweisen. Uberraschenderweise kann durch die gewahlten Bedin- 
gungen des erfmdungsgemafien Verfahrens die Acetatakkumulation beson- 
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ders tief gehalten werden. Besonders geeignet in dieser Hinsicht ist der all- 
gemein bekannte und kauflich erhaltliche E. co/z-Stamm RV308 (A^CC 
31608) sowie seine wirkungsgleichen Varianten. 

Gegenstand der Erftndung ist so insbesondere ein entsprechendes Verfahren, 
bei dem ein E. co/z-Stamrn mit einer Acetat-Akkumulation von unter 5 g / 1 
im Kulturmedium wahrend der Fermentation eingesetzt wird. 

Gegenstand der Erfmdung ist auBerdem ein £*. co/z-Expressionsvektor, geei- 
genet fur die Expression von Fremdproteinen unter Hochzelldichteferrnenta- 
tions-Bedingungen, der folgende Merkmale aufweist: 

(i) eine „upstream"- und eine ^downstream"- Terminatorsequenz, 

(ii) das lac Promoter/Operatorsystem, 

(iii) T7gl0- Shine Deigarno-Sequenz, 

(iv) die pelB- oder ompA-Signalsequenz, 

(v) die Sequenz des Fremdgens, 

und in einer bevorzugten Ausfiihrungsform zusatzlich, ein Suizidsystem, 
insbesondere das /7o/r-.yo/r-Suizidsystem. 

Erfindungsgemafl kann das Promotersystem auch durch andere geeignete, 
beispielsweise oben genannte Systeme ersetzt werden. Ebenso werden von 
der Erfmdung auch andere gleichwirkendc Signal-und Steuerungssequenzen 
umfaflt. 

Als spezielle Ausfuhmngsformen sind letztlich Gegenstand der Erfmdung 
der durch seine Konsrruktion definierte Expressionsvektor pHKK (Abb. 2), 
der die Sequenzen fur den MiniantikSrper, welcher sich aus MAb 425 ablei- 
tet, enthalt, sowie ein spezieller rekombinater E. co/Z-Wirt RV308[pHKK]. 



WO 97/21829 



- 12- 



PCJ7EP96/05260 



Beschreibung der Abbildungcn: 

Abb. 1 : Experimcntellcr Versuchsaufbau des Bioreaktors zur Herstellung 
von Proteinen unter Hochzelldichte-Bedingungen. Das System ist 
mit einer MeB-, Anzeige-, Kontroll- und Dosierungsvorrichtung 
ausgestattet. 

Abb. 2 : Optimierter Expressionvektor pHKK sowie Teilstiicke seiner 

Konstruktion. Der Vektor setzt sich im wesentlichen aus Teilstucken 
der bekannten Vektoren pASK40, pAKIOO und pKG1022 
zusammen. 

Abb. 3fa-d): HCD-Kulriviening von rekombinanten E. coli am Beispiel von 
E. coli RV308[pHKK): zeitlicher Verlauf von Biomasse, 
Glucose, Ammonium-Stickstoff, Phosphat Acetat, 
Ruhrergeschwindigkeit, p0 2) 0 2 und C0 2 im Abgas, 
Plasmidstabilitat (ausgedriickt durch % von fi-lactamase- 
posirive Kolonien) und Bildung von Protein (hier: 
scFv 42 5cihlx). Die Batch- und Fed-Batch-Phasen sind in 5 
Subphasen unterteilt. Der IPTG-Pfeil gibt den Start der 
Proteinproduktion an. 

Das erfindungsgemafle Verfahren verwendet transformierte E. coli- Wirts- 
zellen. Die ausgewahlten Plasmidkonstruktionen richten sich nach der Art 
des zu exprimicrenden Proteins. Besonders gunstigc Merkmale solcher 
Plasmidkonstruktionen werden weiter unten beschrieben. Die fur die Plas- 
mid-Konsn-uktion und die Wirtszellen-Transformation erforderlichen Tech- 
niken und Methoden sind allesamt bekannt und in der Litcratur ausfuhrlich 
beschrieben (z.B. Sambrook et al, 1989, Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor). Sie sind zudem anhand der besonderen Aus- 
fuhrungsformen der EiTindung in den Beispielen dargelegt. Ausgangsplas- 
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mide oder Plasmidteile sind entweder kauflich erhaltlich oder konnen nach 
Standardmethoden auf Basis von bekannten Konstruktionsschemata ohnc 
weiteres konstruiert werden. 

Die vorangeschaltete Batch-Phase einer typischen erfindungsgemafien Fer- 
mentation von transformierten E, cod Zellen ist in zwei Subphasen unter- 
teilt Nach Animpfung mit einer entsprechenden Vorkultur ist Subphase I 
gekennzeichnet durch eine Lag-Phase, in der sich die Zellen adaptieren und 
die Wachstumsrate jj. anschlieBend auf u^** ansteigt. Wahrend der Subphase 
II wachsen die Zellen exponentiell bei u=u max . Nach einem Abfall von p0 2 
von 100% Sattigung auf unter 5-15 % wird der p0 2 -Wert durch Kontrollie- 
ren der Geschwindigkeit des p0 2 -Ruhrers auf vorzugsweise auf p0 2 -Werte 
zwischen 15 bis 25%, insbesondere urn 20 % eingestellt (Abb. 3c). Diese 
Einstellung (durch Einleiten von rnit reinem Sauerstoff angereicherter Luft) 
sollte etwa nach 6 bis 12 Stunden nach Beginn der Fermentation der Haupt- 
kultur vorgenommen werden. Die Glucose-Konzentration, die anfanglich 
vorzugsweise zwischen 20 bis 35 g / I gelegen ist, sinkt bis zum Ende der 
Subphase II, welche auch das Ende der der Fed-Batch-Phase vorangeschalte- 
ten Batch-Phase darstellt, ab. Dabei sollten Werte von 0.1 g / 1 auf keinen 
Fall unterschritten werden. Dies wird von nun an verhindert durch entsprc- 
chendes Zufuttern von Glucose (Subphase III, Abb. 3a, Start der Fed-Batch- 
Phase). Erfindungsgemafi wird der Glucosewert zwischen 0.1 und 25 g / 1, 
vorzugsweise aber zwischen 1 und 3 g/1 konstant gehalten werden. Hierzu 
kann beispielsweise das Zufutterungsmedium FS 1 (Tab. 1) verwendet wer- 
den. Da dieser Glucose-Konzentrationsbereich weit genug uber dem K s - 
Wert fur Glucose liegt (Bergter, 1983, "Wachstum von Mikroorganismen", 
S. 41, Gustav Fischer Verlag, Jena), konnen die Zellen weiterhin bei n max 
wachsen. Die Kontrolle und Regelung der Giucosekonzentration erfolgt er- 
findungsgemaB mit einem automatischen oder halbautomatischen System. 
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Besonders geeignct sind FlieBinjektionsanaiysator-Syteme im on-line- 
Betrieb. Rein manuelle oder weitgehend manuelle Systemc habcn sich als 
ungunstig crwtesen. Die Fed-Batch-Phase beginnt etwa zwischen der 15. 
und 22. Stunde, hangt abcr letztlich von verschiedenen individuellen Fakto- 
ren wie Temperatur, Medienzusammensetzung und -Konzentration, Reak- 
torgroBe usw. ab, insbesondere aber auch von der Art des verwendeten E. 
co/Z-Stammes. Vorteilhafterweise erfolgt etwa 4 bis 8 Stunden nach Beginn 
der Fed-Batch-Phase das Anschalten der Synthese des Fremdproteins. Der 
genaue Zeitpunkt richtet sich aber letztlich nach der zu diesem Zeitpunkt be- 
reits erreichten Zelldichte der Kultur. Zeildichten zwischen 10 und 80 g / I, 
vorzugsweise zwischen 20 und 60 g / 1 sind besonders gunstig, falls Finale 
Zeildichten von 100 bis 150 g / I erreicht werden konnen. Allgemein giinstig 
fur das Starten der Proteinsynthese ist es somit, wenn etwa 10 bis 60 % der 
maximal zu erreichenden Zelldichte zum Induktionszeitpunkt vorliegen. 

Die Proteinsynthese wird durcht Anschalten des regulierbaren Promotersy- 
stems bewirkt. Dieses Anschalten erfolgt je nach verwendetem System in 
der Regel durch Zugabe einer Substanz oder duch Veranderung einer physi- 
kalischen GroBe. 1m Falle des bevorzugten lac-Systems (Promoter, Operator, 
Induktor) durch Zugabe von IPTG (Isopropyl-thio-galactopyranosid). Das 
weitere Wachsrum der Zellen ist jetzt nur noch durch das sich akkumulie- 
rende Produkt begrenzt. Deshalb ist es erfindungsgernaB wichtig, daB vor 
Induktion keine nennenswerte Basalexpression stattfinden kann, die auf das 
Gesarnrwachstum und damit auf die Gcsamtausbeute einen ungunstigen 
EinfluB ausuben wurde. Dies wird erfindungsgernaB dadurch bewerkstelligt, 
daB die Expressionskassette in dem Plasmid von wirksamen Terminatorse- 
quenzen flankiert wird. 

Ab dem Zeitpunkt der Glucose-Zuruttemng verarmt das Fermentationsmedi- 
um an Sticksioff und Fhospnai (Abb. 3a,b). Um Limiiaiionen jegiicher An 
zu vermeiden, wird Stickstoff und Phosphat vorzugsweise ebenfalls uber ein 
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entsprechendes kontinuierliches Verfahren zugefuttert. Stickstoff wird 
zweckmafligerweise in Form von Ammoniumsalzen zugcfuhrt, da hierdurch 
gleichzcitig auch auf den pH-Wert EinfluD genommen werden kann (6.5 bis 
7.0, vorzugsweise 6.8). Beispielsweise eignet sich die Losung FS2 (Tab. 1). 
Subphase IV ist gekennzeichnet durch erfindungsgemaBer Zufiihrung von 
Spurenelementen (z.B. Bor, Mangan, Eisen, Cobalt, Molybdan, Zinn) in Form 
ihrer loslichen Salze. Die Zugabe erfolgt in der Regel kontinuierlich mit ei- 
ner konstanten Rate. Subphase V ist gekennzeichnet durch ein vermindertes 
Wachstum, in erster Linie bedingt durch Produktakkumulation. Aufierdem 
ist ein geringfiigiges Ansteigen der Acetatkonzentration zu beobachten. 
Dennoch ist die Acetatakkumulation bzw. -Konzentration im Medium iiber- 
raschend niedrig. Dies ist auch auf die speziellen Verfahrensbedingungen 
zuruckzufuhren. E. co/z-Stamme mit einer maximalen Acetatanreicherung 
von < 5 g / 1 wahrend der Fermentation verstarken diesen Effekt noch deut- 
lich. 

Die Ausbeuten an Protein variieren je nach Art des Proteins durchschnittlich 
zwischen 2 und 6 g / 1. Davon sind, wiederum je nach Art des Proteins, zwi- 
schen 50 und 95 % biologisch aktiv. Im Falle von Antikorperfragmenten er- 
halt man iiber 80 % riickgefaltetes Protein. Diese Werte ubersteigen deut- 
lich die bisher im Stand der Technik beschriebenen vergleichbaren Verfah- 
ren. 

Vorzugsweise konnen mit dem geschilderten Verfahren unter Einbezug der 
speziell hierfur konstruierten und angepaOten Expressionsplasmide Antikor- 
perfragmente, insbesondere Miniantikorper, effektiv hergestellt werden. 
Aber auch die Herstellung vieler anderer Proteine, Fusionsproteine oder En- 
zyme ist gemaB des erfindungscemaDen Verfahrens in vorteilhafter Weise 
moglich. Beispiele fiir'solche geeigneten Proteine sind Hybridstreptokinasc, 
Glucosedehydrogenase oder auch Proteine, die Wirkung auf die Blutgerin- 
nune haben. wie z. B. Hirudin, Thrombin, Hementin oder Theremin. 
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Tabelic 1; Zusammensetzung der Medien; FS1, FS2 und FS3 steilen die 
Zufiitterungs-Medien dar, die in den verschiedenen Subphasen 
der Fed-Batch-Phasc verwendet werden. 
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Beispiel 1: 

Zur Herstellung eines rekombinanten E, cofi-Wirts wurde der prototrophc 
E, co//-Kl2-Stamm RV308 (lac74-galISII::OP308strA), (Maurer et al., 
1980, J. Mol. Biol. 139, 147-161; ATCC 31608) verwendet. Die Transfor- 
mation mit einem zur Expression geeigneten Vektor sowie alle anderen er- 
forderlichen DNA-Manipulationen erfolgten, sofern nicht anderswo erlau- 
tert, nach Standardmethoden. Plasmidfreie E. colt RV308 Zellen wurden als 
Kontrolle in einer entsprechenden Hochzelldichte-Fermentation eingesetzt. 

Der Vektor pHKK wurde, wie folgt, konstruiert (Abb. 2): das kleine Mlul- 
Fragment aus pAKlOO (Krebber u. Pluckthun, 1995), das den starken trans- 
kriptionalen Terminator tup (Nshno et al., s. o.) in der "upstream"- Region 
von lac p/o enthalt, wurde in das Plasmid pASK40 (Skerra et al. ; 1991, Bio- 
technol. 9, 273-278) insertiert Die Insertion von hok-sok DNA wurde durch 
zwei weitere Klonierungsschritte bewerkstelligt: das aphA-Gen aus 
pKG1022 (Gerdes, 1988, s. o.) wurde durch zweifache Verdauung mit Xhol 
und EcoRI entfernt, mit DNA Polymerase I (Klenow Fragment) aufgefullt 
und religiert. In einem zweiten Schritt wurde das modiiizierte BamHI- 
Fragment aus pKG1022 in die einzige BamHI-Schnittstelle des ersten Klo- 
nierungsproduktes kloniert. Der Miniantikorper stammt von einem single- 
chain Fragment ab, in dem die variablen Domanen in V H -V L -Richtung mit 
einem flexiblen Linker (gly 4 ser)3 verbunden wurden, gefolgt von einer pro- 
linreichen Hinge-Region und einer abgewandelten "helix-turn-helix"- Do- 
mane (dhlx) (Pack et al., 1993, Biotechnol. 11, 1271-1277). Die DNA- 
Sequenzen, Primer, Amplifikationen und Klonierungen der leichten und 
schweren Kette von murinem/humanisiertem MAb 425 ist in der WO 
92/15683 ausfiihrlich beschrieben. Zur Sekretion des scFv425dhlx- 
Fragmentes in das Periplasma wurde die Vn-Domane N-terminal an die 
pelB-Signalsequenz fusioniert. Die T7gl0-Ribosomen-Bindungsstelle (Shine 
Dalgarno) wurde mittels PCR-Methodik in die Xbal und Sfil -Schnittstellen 
von pEGi (Strittmatter et al, 1995) kloniert. Die fertige scFv425dhlx Ex- 
prssionskassette wurde zwischen die Xhal und Hindlll Schninstellen klo- 
niert. Hieraus ergab sich der Expressionsvektor pHKK gemaB Abb. 2. 
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Bcispiel 2: 

Die Zusammensetzungen der Medien fur die Vorkulturen in Erlenmeyer- 
Kolben, der Hauptkultur in einem mit Riihrmechanik ausgestatteten Tankre- 
aktor (Biostat ED10, B. Braun, Biotech International, Melsungen, FRG) 

5 sowie der Zufuttemngsmedien FS1, FS2 und FS3 sind in Tabelle 1 zusam- 

mengestellt. Das Hauptkulturmedium (8 I) wurde im Vergleich zu dem 
Medium bei Riesenberg et al., 1991 (s. o.) modifiziert. Um Prezipitationen 
zu verhindern, wurden die Bestandteile in der angegebenen Reihenfolge der 
Tab. 1 hinzugegeben. Glucose und Magnesiumsulfat wurden als seperat au- 

10 toklavierte Losungen hinzugegeben. Der Reaktor wurde bei 26° C , einem 
Druck von 0.15 MPa, einem pH-Wert von 6.8 und einer durchschnittlichen 
Beluftungsrate von 10 1 / min betrieben. Zur Einstellung des pH-Wertes 
wurde 25% -iger waBriger Anunoniak verwendet. Ammoniak und Ucolub 
Nl 15® (Fragol Industrieschmierstoffe GmbH, Muhleim/Ruhr, FRG) wurden 

15 mittels Sensorkontrolle wahrend der Fermentation zur pH-Reguliening, bzw. 
als Antischaummittel hinzugegeben. FS1 wurde wie folgt, hergestellt: 750 g 
Glucose und 22.2 g MgS0 4 x 7H 2 0 wurden getrennt in 600 ml bzw. 50 ml 
H 2 0 gelost. Die Losungen wurden nach erfolgter Autoklavierung miteinan- 
der gemischt. FS2 wurde hergestellt durch Auflosen von 227 g (NH^HPCU 

20 und 169.5 g (NH4)H 2 P0 4 in Wasser unter Hinzufiigung von 60 ml 25%- 
igem NH 3? um den pH-Wen auf 6.8 vor dem Autoklavieren einzustellen. 
FS3 wurde aus Stocklosungen in folgender Reihenfolge zubereitet: 50 ml 
Fe(IlI)-citrat-hydrat (6 g / 1). 0.5 ml H3BO3 (30 g / I), 0.5 ml MnCl 2 x 4H 2 0 
(10 g / 1), 0.5 ml EDTA x 2H 2 0 (84 g / 1), 0,5 ml CuCl 2 x 2H 2 0 (15 g / 1), 

25 0.5 ml Na 2 Mo0 4 x 2H 2 0 (25 g / 1), 0,5 ml CoCU x 2H 2 0 (25 g / 1) und 10 
ml Zn(CH 3 COO) 2 x 2H 2 0 (4 g / 1). 

Beispiel 3: 

Mehrerc Kolonien aus einer Petrischale, gewachsen auf LB-Agar bei 26 °C, 
30 dienten dazu, 20 ml Flussig-LB-Medium zu uberirnpfen. Nach 5-stiindigem 
Schutteln (200 rpm, 26 °C) wurde 1ml in 100 ml Vorkulturmedium in einen 
500 ml Kolben uberfiihrt und weiterinkubicrt. 10 ml dieser Vorkultur wur- 
den benutzt, um 100 ml neues Vorkulturmedium zu uberirnpfen. Auf diese 
Weise wurden 9 Vorloilruren erzeugt, die dazu benutzt wurden, zusammen 8 
35 1 Hauptkulturmedium im Fermenter mit einem anfanglichen OD550- 0.2 zu 
iiberimpfen. 
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Bcispiel 4 

Der Aufbau des 10 l-Bioreaktors mit Zubehor und Kontrolleinrichtungen ist 
in Abb. 1 dargestellt. Die Kultivierung im Hochzelldichtefermentations- 
Maflstab erfblgte mittels einer digitalen MeB-und Kontrollcinheit (DCU), ei- 
nem Multifermenter-Kontrollsystem (MFCS) und einer GasfluB- 
Konrolleinheit. C0 2 - und Sauerstoff-Abgabe wurden standig gemessen. 
Nach Uberimpfung diente der Btoprobensammler MX-3 (New Brunswick 
Scientific, Watford, UK), um aseptische Proben zu nehmen und off-line 
Datenanalyse zu ermoglichen (Webb et aL, 1990, BiotechnoL 8, 926-928). 
Die Kontrolleinheiten hielten eine EinstromgasfluBrate von 10 1 / min, einen 
pH-Wert von 6.8, eine Temperatur von 26°C und einem Dnick von 0.15 
MPa aufrecht. Zwei Kontrollschleifen garantierten aerobe Wachstumsbedin- 
gungen bei einem p0 2 -Wert von 20%. AJle wichtigen physikalischen Gro- 
Ben wurden wahrend der ganzen Fermentation angezeigt und aufgezeichnet. 

Wahrend der Fed-Batch-Phase wird die Glucose-Konzentration in der Kul- 
tur bei 1.5 g / 1 gehalten. Hierzu wurde ein modifiziertes FluBinjektionsana- 
lysegerat (FIAstar 5020 Analyzer mit Photometer und Detektionkontrollein- 
heit, Tecator AB, Schweden) eingesetzt. Details dieses Systems und seiner 
Arbeitsweise sind im Stand der Technik beschrieben (z. B. Pfaff et aL, 
1995, In Munack A., Schugerl K (eds.): Computer Applications in Biotech- 
nology, Else vier Science Ltd., Oxford, 6-11). 

Die Zelldichte wurde aus Messung der optischen Dichte bei 550 nm errech- 
net Die Plasmidstabilitat wurde nach Pack et al, 1993 (s. o.) bestimmt. 

Betspiel 5: 

Die quantitative Bestimmung der synthetisierten Miniantikorper erfblgte 
nach der Methode von Pack et aL, 1993 (s. o.). Die Mcnge der funktionsfa- 
higen Miniantikorper wurde durch EL1SA, die Gesamtmenge an Minianti- 
korper durch SDS-PAGE in 12 % Polyacryiamidgel nach Laemmli (1970) 
gefolgt von Gelscannen. Fur die ELISAs wurden Mikrotiterplatten mit hu- 
manen EGFR-Rczeptor (z.B. aus WO 92/15683) beschichtet Die gebunde- 
nen Miniantikorper wurden mit anti-scFv425 Kanninchen-Serum und Per- 
oxidase-konjugiertem Ziegen anti-Kanninchen IgG (Jackson Immunorese- 
arch Lne, USA) ueieciieri. Die Ausbeute von aktiven miniaritikorpem wuiue 
aus Verdiinnungsreihen der aufgercinigten Miniantikorper errechnet. In ei- 
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ncr Kontrolle wurde gezeigt, daB das anti-scFv425 Kanninchen-Serum keine 
feststellbare Kreuzreaktion mit andercn Komponenten des plasmidfreien 
Rohextraktes von E. colt RV308 aufweist. Ferner hatte der Zusatz von die- 
sem Rohextrakt zu einer Verdiinnungsreihe des gleichen Antikdrpers in auf- 

5 gereinigter Form keinen Effekt auf die ELISA-Signale. Zur Bestimmung der 

Gesamtmenge an Miniantikdrper wurden Coomassie Brilliantblau gefarbte 
Gele photometrisch detekriert und die Konzentration der Miniantikdrper 
wurde aus einer Verdiinnungsreihe des aufgereinigten Miniantikorpers, der 
auf demselben Gel aufgetrennt worden war, errechnet. Als Kontrolle diente 

10 ein analoger Ansatz, bei dem E. coli Wirtszellen verwendet wurderu die kei- 
ne Miniantikdrper produzierten, 
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Patentanspriiche: 

1. Verfahren zur Herstellung von Frcmdprotein in ZT. coli- Zellen, die mit ei- 
5 nem das Frcmdgen und einen induzierbaren Promoter tragenden Plasmid 

transformiert wurden, mittels Hochzclldichtefermentation uber Batch- und 
Fed-Batch Stufen ohne jegliche Wachstumsbegrcnzung durch Substrate oder 
metabolische Nebenprodukte, und Isolierung und Aufireinigung des expri- 

10 mierten Proteins aus dem Kulturmedium, wobei die Konzentration an 
Substraten in der Fed-Batch Phase uber ein kontinuierliches automatisches 
oder semi-automatisches Analyse- und Zugabesystem geregelt und / oder 
gesteuert wird, dadurch gekennzeichnet, daiS 

1 5 in der Fed-Batch Phase (i) die Konzentration der Kohlenstoffquelle im Me- 
dium in einem Bereich zwischen 0.1 g / 1 und 25 g / 1 unter Beibehaltung 
von unlimitiertem Wachstum der Zellen ([! = ji ma x ) konstant gehalten wird, 
(ii) die Produktion des Fremdproteins innerhalb besagter Fed-Batch Phase 

20 bei einer Zelldichte zwischen 10 und 80 g / 1 durch Induktion des Promoters 
gestartet wird, und (iii) nach erfolgter Produktsynthese -Induktion verwertba- 
rer Stickstoff und Phosphat sowie Salze von Spurenelementen kontinuier- 
lich zugefuttert werden, wobei (iv) wahrend der gesamten Fed-Batch Phase 

25 der pO 2^Wert durch entsprcchende SauerstofFeinleitung in die Fermentati- 
onsbriihe zwischen 5 und 25 % eingestellt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die Konzentration 
30 der Kohlenstoffquelle wahrend der Fed-Batch Phase in einem Bereich zwi- 
schen 1 und 3 g / 1 konstant gehalten wird. 
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Verfahren nach Anspruch I oder 2, dadurch gekennzeichnet, daii Stickstoff, 
Phosphat und Spureneiementc bei einer Zeiidichte zwischen 50 und SO g / 1 
zugesetzt werden. 
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4. Verfahren nach einem der Anspniche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Zelldichte gemaB (ii) aus Anspruch 1 20 bis 60 g / 1 betragt. 

5. Verfahren nach einem der Anspniche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
Zelldichten zwischen 100 und 150 g / 1 in der Fed-Batch Phase erreicht wer- 
den konnen. 

6. Verfahren nach einem der Anspniche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
ein Expressionsvektor mit einer von zwei Terminatorsequenzen flankierten 
das Fremdgen -enthalter.den Expressionskassette eingesetzt wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB der verwendete 
Expressionsvektor zusatzlich ein Suizidsystem, vorzugsweise das hok-sok- 
Suizidsystem enthalt. 

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB ein 
Fremdgen eingesetzt wird, das fur ein Antikorperfragment, Lnsbesondere ei- 
nen Miniantikorper codiert. 

9. Verfahren nach einem der Anspniche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
ein Expressionsvektor gemaB einem der Anspniche 12-16 eingesetzt wird. 



10. Verfahren nach einem der Anspniche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, 
30 dafl ein E. <ro//-Stamm eingesetzt wird, der wahrend der Fermentationsphase 
nicht mehr als 5 g / 1 Acetat im Kulturmedium akkumuliert. 
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11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dafi der E. coli- 
Stamm RV308 (ATCC 3 1608) eingesetzt wird. 

12. E. co//-Expressionsvektor, geeigenet fur die Expression von Fremdprotei- 
nen unter Hochzelldichtefermentations-Bedingungen, dadurch gekennzeich- 
net, daC er folgende Merkmale enthalt: 

(i) eine upstream- und eine downstream-Tenninatorsequenz, 

(ii) das lac Promoter/Operatorsystem, 

(iii) T7gl0- Shine Dalgarno-Sequenz, 

(iv) die pelB- oder ompA-Signalsequenz, 

(v) die Sequenz des Fremdgens, 

13. Vektor nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dafi er zusatzlich ein 
Suizid-Sytem, insbesondere das hok-sok Suizidsystem-Sequenz enthalt. 

14. Vektor nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, dafJ die 
„upstream"- Terminatorsequenz tn P und „downstream"-Terminatorsequenz 
tLPP ist. 

15. Vektor nach einem der Anspruch 12 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Fremdgen eine Sequenz enthalt, die fur die V H - und die V L -Kette eines 
Miniantikorpers codiert. 

16. Expressionsvektor mit der Bezeichnung pHKK gemaB dcm Konstrukti- 
onsschema der Abb. 2. 

17. Transformierter E. //-Ex press ions wirt RV308[pHKK], erhaltlich durch 
Transformation von RV308 (ATCC 31608) mit einem Expressionsvektor 
nach Anspruch 14. 
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Fig. 3b 
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Fig.3c 
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